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Beschreibunq 

Vorrichtung zum Aufbrinqen von flussigen Medien 
und Verfahren dazu 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum Aufbringen von flussigen 
Medien, insbesondere von Kultur- und/oder Reaktionsmedien sowie ein 
Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder 
Ku Itivie ru ngsbed ing u ngen . 

In der modernen Medizintechnik bzw. Biotechnologie und verwandten 
Bereichen besteht ein groBer Bedarf an Vorrichtungen, rnit deren Hilfe 
schnell, effizient und nach Moglichkeit mit einem geringen praparativen 
Aufwand Substanzen bzw. Substanzkombinationen auf z. B. ihre 
fruchtschadigende Eigenschaften, Toxizitat (Toxizitatsprofil), 
Wirksamkeit, wirksame Konzentration etc., hin untersucht werden 
konnen. So wird z. B. bei einer Chemotherapie haufig vorher 
abgeklart, ob die Chemostatika die Tumore abtoten konnen. Dies wird 
meistens in der Zellkultur getestet. Dabei werden Tumorzellen vom 
Patienten entnommen und kultiviert. Nachdem man eine ausreichende 
Dichte an Tumorzellen herangezUchtet hat, werden diese dann 
verschiedenen Chemostatika ausgesetzt. Diejenigen Chemostatika, die 
in der Zellkultur die besten Ergebnisse erzielen, d. h. die in der 
geringsten Konzentration die meisten Krebszellen abgetOtet haben, 
werden dann bei der anschlieBenden Chemotherapie eingesetzt. Es 
stellt sich aber hSufig heraus, daB die in vitro erzielten Ergebnisse in 
vivo nicht reproduzierbar sind. Das liegt unter anderem daran, daB die 
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Bedingungen, die in einem Organismus herrschen, kaum in der 
Zellkultur imitiert werden kdnnen. 

Schwierigkeiten macht auch die Untersuchung von Substanzen auf ihre 
fruchtschadigenden Eigenschaften. Ein Standardverfahren zur 
Durchfiihrung solcher Untersuchungen ist die Inkubation von 
sogenannten embryoiden Korperchen. Embryoide Korperchen entstehen 
aus embryonalen Stammzellen durch Zell-Aggregation und 
nachfolgende Zell-Differenzierung. Aus den Zellen embryoider 
KOrperchen kdnnen mittels Inkubation unter geeigneten 
Kultivierungsbedingungen Zellen definierten Differenzierungsstatus 
gezQchtet werden (z.B. neuronale Zellen, Myozyten oder 
Blutstammzellen). Dabei ist es bis heute nicht gelungen, embryoide 
Korperchen in einer Form zur Aufzucht zu bringen, bei der sie a) 
zuverlassig (homogen und automatisierbar) angesat, b) in Voiumina von 
z.B. 40 pi und groBer sicher gehandhabt (Robotik) und c) hoch- 
parallelisiert (automatisiert) analysiert werden kfinnen. Somit stehen 
bisher nur einzeln herangezQchtete embryoide Korperchen fur dieses 
Standardverfahren zur Verfugung. Die Probleme bei der Kultivierung von 
embryoiden KOrperchen liegen unter anderem darin, dali embryonale 
Stammzellen nur unter bestimmten Bedingungen zu embryoiden 
Korperchen aggregieren. So spielt z. B. die Konzentration an 
embryonalen Stammzellen sowie die Versorgung mit geeigneten 
NShrstoffen eine entschejdende Rolle. Aulierdem darf den Zellen keine 
MOglichkeit gegeben werden, sich an eine Oberflache anzuheften. Da 
nur mit hohem finanziellen und praparatlven Aufwand einzeln kultivierte 
embryoide KOrperchen fQr die Untersuchung auf fruchtschadigende 
Eigenschaften bereitgestellt werden kOnnen, und da die Kultivierungs- 
bzw. die Reaktionsbedinguhgen bei jedem Test stark variieren, sind die 
erhaltenen Ergebnisse untereinander nicht veriaSlich vergleichbar. 
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Eine Reihe von Firmen hat daher Vorrichtungen bereitgestellt, die eine 
Losung fQr diese Probieme versprechen. So hat z. B. die Firma MWG 
AG einen sogenannten Affimetrix Arrayer auf den Markt gebracht, der 
fQr die automatisierte Herstellung von DNA-Arrays genutzt werden soil. 
Dieser Affimetrix Arrayer macht sich die sogenannte Pin-and-Ring™- 
Technologie zunutze. Bei dieser Technologie wird ein sogenannter Pin 
(Metalldorn) durch eine Flussigkeitsmembran durchgefuhrt, die von 
einem Ring gehalten wird. Dies ahnelt dem „Pustering" fQr die 
Erzeugung von Seifenblasen. Sobald der Pin durch die 
FIQssigkeitsmembran gestoRen wird, kann dann eine bestimmte 
FIGssigkeitsmenge mit diesem Pin auf das Array geladen werden. 
Dieses System kann aber nur zur Obertragung von geringen 
FIGssigkeitsmengen genutzt werden. 

Eine andere Firma, die Berkeley Lab Inc., stellt sogenannte 
Mikrokristallisationsroboter her. Diese Vorrichtungen kommen 
insbesondere dann zum Einsatz, wenn die dreidimensionale Struktur 
von Proteinen mit Hilfe der Kristallographietechnik untersucht werden 
soil. Um die Funktion eines Proteins zu verstehen, muft dessen 
Tertiarstruktur aufgeklart werden. Dazu bedient man sich haufig der 
Kristallstrukturanalyse. Bei der Kristallstrukturanalyse wird die raumliche 
Anordnung der Atome in kristallinen Festkorpern mit Hilfe von ROntgen-, 
Elektronen- Oder Neutronenstrahlen, deren Welleniangen etwa den 
Atomabstanden in Kristallgittern entsprechen, ermittelt Bei der 
Ermittlung der Tertiarstruktur von Proteinen wird diese Technik als 
„protein-x-ray-cristallography" bezeichnet. Bei der Erzeugung der 
Kristalle kommt es aber haufig aufgrund unterschiedlicher 
Umgebungsbedingungen zu keinem gleichmaftigen Aufbau, was als 
Kristallbaufehler bezeichnet wird und zu falschen Ergebnissen bei der 
Kristallstrukturanalyse fuhren kann. 
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Eine weitere MSglichkeit sine Vielzahl von Untersuchungen gleichzeitig 
durchzufuhren, stellen die Mikrotiterplatten dar. Bei den Mikrotiterplatten 
werden sowohl die (flussigen) Medien als auch die zu untersuchenden 
Substanzen direkt in sogenannte Kavitaten eingeftjllt, die letztendlich 
Reaktionskammern entsprechen, mit einem Boden und seitlichen 
Begrenzungen. In diesen Kammern findet dann die eigentliche 
Reaktion/Kultivierung statt. 

Weitere Vorrichtungen zurn Aufbringen von Medien sind auf dem Markt 
oder werden in den Forschungsabteilungen bzw. an den Universitaten 
getestet. Alle weisen aber diverse Nachteile auf. So ist bei dem schon 
beschriebenen Verfahren zur Untersuchung von Substanzen auf ihre 
fruchtschSdigenden Eigenschaften ein Problem, daft die embryonalen 
Stammzellen nicht kontrolliert reproduzierbar zu homogenen 
embryoiden K6rperchen aggregieren, Beim Ausplattieren auf z. B. einer 
Mikrotiterplatte wachsen die Stammzellen auf der gesamten 
Bodenflache der Mikrotiterplatte an, wodurch eine Aggregation zu 
embryoiden Korperchen unterbleibt Auch die schon beschriebenen 
Vorrichtungen sind nicht geeignet, geeignetere Kultjvierungs- 
/Reaktionsbedingungen bereitzustellen. Es wird daher im kleinen 
Malistab versucht, durch Auftragen der FIQssigkeit (bei Stammzellen 
das Kultivierungsmedium) auf z. B. einem Objekttrager, welcher im 
AnschluB gedreht wird, einen sogenannten ..hSngenden Tropfen" 
herzustellen. 

Solche „hangende Tropfen" haben einige Vorteile. So werden zum einen 
die untersuchten Substanzen vollstandig von der FIQssigkeit umspQIt, 
was eine ausreichend^ Versorgung mit den benotigten Faktoren, wie 
z. B. lonen, Salzen, Differenzcerungsfaktoren, Toxinen etc. erlaubt. Zum 
anderen erlauben M h§ngende Tropfen" die Aggregation von embryonalen 
Stammzellen zu embryoiden Korperchen, da die Zellen im Tropfen nach 
unten sinken, dort aber keinen Kontakt zu einer festen Oberflache 



WO 03/078700 




PCT/EP03/02209 



-5- 



finden. Mangels anderer Anhaftungsstellen aggregieren die 
embryonalen Stammzellen und bilden embryoide Korperchen. Die 
Oberflachenspannung der Tropfen verhindert das Austreten von 
embryonalen Stammzellen und embryoiden Korperchen aus den 
Tropfen. Die Ubertragung dieses Prinzips auf grdBere Malistabe zur 
Erzeugung geeigneter Kultivierungs-/Reaktionsbedingungen fQr 
standardisierte Untersuchung(en), wie sie z. B. bei der Evaluierung von 
Pharmazeutika benotigt werden, scheiterte aber bislang daran, daB ftir 
Probleme bezOglich der parallelisierten Handhabung solcher „hangender 
Tropfen" keine Losungen gefunden wurden. So besteht beim Aufbringen 
mehrerer Tropfen auf eine OberflSche immer die Gefahr, daB Tropfen 
ineinanderlaufen. Weiterhin kSnnen nur vergleichsweise geringe 
Volumina aufgebracht werden, da bei Oberschreiten eines kritischen 
Volumens Tropfen bei Bewegung des Tragers unkontrollierbar werden. 
Schon bei einem Tropfenvolumen von 20 pi kOnnen sich Tropfen auf 
hydrophoben UntergrQnden bei der Handhabung deutlich bewegen. Um 
die Herstellung von homogenen hangenden Tropfen zu automatisieren, 
ist eine einfache und reproduzierbare Moglichkeit ein sogenanntes 
Toploading. Dabei wird ein bestimmtes Flussigkeitsvolumen auf eine 
Unterlage von oben aufgebracht Wird die Unterlage umgedreht hangt 
der Tropfen nach unten. Beim Umdrehen k6nnen die Tropfen - 
abhangig von ihrer GroGe - ihren Aufbringungsort verlassen. Es gilt aber 
die Regel, daB je groBer der Tropfen ist, desto unkontrollierbarer ist er in 
der Handhabung. Andererseits erlauben groBere Tropfen eine 
verlSngerte Kultivierdauer ohne Mediumwechsel (das fOhrt z.B. zu 
langer andauernden Differenzierungsprozessen), eine groBere 
aufbringbare Zellmenge usw.. AuBerdem wirken sich 
Verdunstungsprozesse bei groSeren Tropfen nicht so stark aus wie bei 
kleineren, da das OberfiacheA/olumen-Verhaltnis deutlich giinstiger ist, 
als bei kleineren Tropfen. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der 
ablaufenden VorgSnge im Tropfen deutlich erhoht 



WO 03/078700 




PCT7EP03/02209 



Daraus ergibt sich, daB die Tropfen als eigentliche ReaktionsgefaBe 

• moglichst groB sein sollten, 

• reproduzierbar aufbringbar sein sollten, 

• hochparallelisiert/automatisiert erzeugt und eingesetzt werden 
sollten. 

ErwUnscht ist daher eine Vorrichtung sowie ein Verfahren, mit deren 
Hilfe flQssige Medien aufgebracht werden konnen. Im Sinne der obigen 
AusfQhrungen sollen zum einen die aufbringbaren Volumina der Medien 
groB genug sein, urn auch langerandauernde komplexe (bio)chemische 
und/oder biologische Reaktionen ablaufen zu lassen. Zum anderen 
sollen die Ergebnisse reproduzierbar sein. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, eine Vorrichtung sowie ein 
Verfahren bereitzustellen, die universell zur Erzeugung solch geeigneter 
Bedingungen genutzt werden konnen und die beschriebenen Nachteile 
des Standes der Technik Qberwinden helfen. Ferner ist es Ziel dieser 
Erfindung, eine Vorrichtung sowie ein Verfahren bereitzustellen, die mit 
vergleichsweise geringem praparativen Aufwand die Erzeugung einer 
Vielzahl von (gleichen) Kultivierungs-/Reaktionsbedingungen 
ermoglichen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch die Vorrichtung bzw. das Verfahren mit 
den Merkmalen der unabhSngigen AnsprQche 1, 25, 27 und 35. 
Bevorzugte AusfQhrungsformen sind in den abhangigen Anspruchen 
dargelegt Der Wortlaut samtlicher Ahspruche wird hiermit durch 
Bezugnahme zum Inhalt dieser Beschreibung gemacht 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB durch Anbringung von 
scharfkantigen Begrenzungen eine Stabilisierung von flQssigen Medien 
erfolgt, so daB auch bei grQSeren Volumina durch Drehen „h§ngende 
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Tropfen" entstehen und die Tropfen nicht von der Oberflache abreifien. 
Dartiberhinaus kann hierdurch auch ein Verschieben der Tropfen 
vermieden werden. 

Gegenstand der Erfindung ist somit eine Vorrichtung zum Aufbringen 
von flQssigen Medien, insbesondere von Kultur- und/oder 
Reaktionsmedien, wobei die Vorrichtung mindestens eine aus einem 
hydrophoben Material/Tragermaterial bestehende, im wesentlichen 
planare Erhebung aufweist, und diese planare Erhebung mindestens 
eine, insbesondere zwei parallel zueinander angeordnete scharfkantige 
Begrenzungen, insbesondere Kanten, hat. Unter planarer Erhebung soil 
dabei jede Erhebung mit im wesentlichen ebener oberer 
BegrenzungsflSche verstanden werden. Vorzugsweise ist die Erhebung 
dabei wurfel- Oder quaderfSrmig. Auch pyramidenstumpfformige oder 
Shnliche Erhebungen sind moglich. Die Erhebung kann an ihrer oberen 
Begrenzungsflache auch eine leicht konvexe oder konkave 
Ausgestaltung haben. Wesentlich ist, dalS die auf die aus einem 
hydrophoben Tragermaterial bestehende Erhebung aufgebrachten 
flussigen Medien durch die scharfkantige 

Begrenzung(en)/Abgrenzung(en) der oberen Begrenzungsflache als 
Tropfen fixiert werden. Weiterhin ist es erfindungsgemaG auch 
vorgesehen, das entsprechende Wirkprinzip umzudrehen. Dabei kann 
ein hydrophiles Tragermaterial genutzt werden, auf dem dann ein 
hydrophobes flussiges Medium aufgebracht wird. Dabei erfolgt die 
Fixierung ebenfalls uber die scharfkantigen 

Begrenzung(en)/Abgrenzung(en) der oberen Begrenzungsflache. 

GemaR einer bevorzugten AusfQhrungsform betragt die Abmessung 
einer planaren Erhebung in Langsrichtung zwischen etwa 2 und etwa 7 
mm, vorzugsweise zwischen etwa 3 und etwa 5 mm. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform betragt die Abmessung einer planaren 
Erhebung in Querrichtung zwischen etwa 3 und etwa 9 mm, 
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vorzugsweise zwischen etwa 4 und etwa 7 mm. In einem 
AusfOhrungsbeispiel weisen die Erhebungen eine Grosse von etwa 5x7 
mm auf, in einem weiteren Beispiel eine Grosse von etwa 3x4 mm. 
Auch andere Abmessungen der Erhebung werden erfindungsgemalS 
beansprucht, sofern die Erhebung mindestens eine scharfkantige 
Begrenzung zur Stabilisierung des flussigen Mediums aufweist. Wenn 
die Abmessungen der Erhebungen relativ klein sind, kann das 
vorteilhafterweise bewirken, dass hierdurch auch das Tropfenvolumen 
verkleinert wird und die Tropfen dadurch an Stabilitat gewinnen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung ist die planare Erhebung als schmale, 
langgestreckte Erhebung ausgebildet. Auf eine derartige langgestreckte 
Erhebung kann vorteilhafterweise ein Flussigkeitsband aufgebracht 
werden. In einem solchen FlQssigkeitsband konnen beispielsweise im 
Bereich des Tissue Engineering langgestreckte Praparate kultiviert 
werden, wie z.B. GefaBe, insbesondere BlutgefaBe oder Fasern, 
insbesondere Nervenfasern oder Muskelfasern. Die Abmessungen 
solcher langgestreckten Erhebungen hangen selbstverstandlich vom 
jeweiligen Anwendungsfall ab. Die Lange kann sich von einigen mm, 
z.B. etwa 2 oder etwa 3 mm, bis uber die gesamte Lange der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung erstrecken, also Qber mehrere cm, z.B. 
bis zu 13 cm. Die Breite hangt ebenfalls vom Anwendungsfall ab und 
kann beispielsweise zwischen etwa 1 und etwa 5 mm betragen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die planare Erhebung 
zwischen 1 und 5 mm, vorzugsweise ca. 2 mm hoch. Die Hohe der 
Erhebung richtet sich dabei insbesondere nach dem verwendeten 
hydrophoben Tragermaterial sowie dem zweckdienlichen Verfahren zur 
Produktion geeigneter Vorrichtungen. So richtet sich die Hohe einer 
Erhebung z. B. bei Frasung nach der Frastiefe sowie der Linienbreite, 
die je nach Ausgestaltung der Vorrichtung variieren kann. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung weist die 
Vorrichtung mindestens zwei, vorzugsweise eine Vielzahl von planaren 
Erhebungen auf. Dabei kann die Anzahl der planaren Erhebungen in 
Langsrichtung mindestens 18 und in Querrichtung mindestens 9 
betragen. In einer anderen bevorzugten AusfQhrungsform betrSgt die 
Anzahl der planaren Erhebungen in Langsrichtung 12 und in 
Querrichtung 8. piese Ausfuhrungsform entspricht von der Anordnung 
und Anzahl der Erhebungen im wesentlichen einer Qblichen 96well- 
Mikrotiterplatte, was fOr manche Anwendungen vorteilhaft sein kann. Die 
Anzahl der Erhebungen ist abhangig von den Gesamtabmessungen der 
Vorrichtung, dem Verwendungszweck (z. B. Zellkultur) etc.. Sofern die 
Vorrichtung mehrere planare Erhebungen aufweist, sind diese in einer 
weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform voneinander zwischen 1 und 4 
mm, vorzugsweise ca. 2 mm entfernt. Bevorzugte Abstande der 
Erhebungen voneinander liegen auch zwischen 0,5 bis 1,5 mm. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist die scharfkantige Begrenzung 
recht- bis spitzwinklig. Unter spitzwinklig wird erfindungsgemafc ein 
Winkel < 90° verstanden. 

GrundsStzlich konnen bei der Erfindung die verschiedensten 
Materialien/Tragermaterialien eingesetzt werden. Insbesondere handelt 
es sich dabei um Kunststoffe, z.B. organische Polymere. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform besteht die 
Vorrichtung mindestens teilweise, vorzugsweise vollstSndig, aus 
mindestens einem transparenten Material/Tragermaterial. HierfGr 
kommen z. B. Polystyrol und/oder Plexiglas in Frage. Die Verwendung 
eines transparenten TrSgermaterials hat den Vorteil, daR die 
Auswertung mit Hilfe geeigneter optischer Verfahren, z. B. Mikroskopie, 
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Fluoreszenzmessung etc. direkt auf der Vorrichtung selbst erfolgen 
kann. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Vorrichtung 
insgesamt zwischen 10 und 30 mm, vorzugsweise zwischen 10 und 23 
mm, hoch. In Langsrichtung kSnnen die Abmessungen der Vorrichtung 
zwischen 100 und 150 mm, vorzugsweise ca. 130 mm, und in 
Querrichtung zwischen 80 und 100 mm, vorzugsweise ca. 90 mm, 
betragen, was in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform 
beansprucht wird. Die Abmessungen der Vorrichtung konnen sich dabei 
nach dem erwunschten Einsatzort richten. So wird z. B. die Vorrichtung 
bei Einsatz in einem Zellinkubator den Abmessungen in dessen 
Innenraurn entsprechend angepalit werden. Soil die erfindungsgemaSe 
Vorrichtung in z. B. ein RundgefaB eingepalit werden, so entsprechen 
die maxirnalen Langs- bzw. Querabmessungen der Vorrichtung dem 
Durchmesser des RundgefaBes. 

Die Vorrichtung hat in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform zum 
Angreifen mindestens eine, vorzugsweise zwei Haltemqglichkeiten, so 
daS die Handhabung und der Transport der Vorrichtung erleichtert wird. 
Bei den Haltemdglichkeiten handelt es sich vorzugsweise urn 
insbesondere zwei Haltegriffe, die an insbesondere gegenOberliegenden 
au&eren Kanten der Vorrichtung angebracht sind. Diese kflnnen 
beispielsweise als einfache VorsprQnge an den Kanten ausgebildet sein. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform der erfindungsgemalien 
Vorrichtung ist diese Vorrichtung derail ausgebildet, dass sie auf einem 
Untergrund, insbesondere einem TrSgergestell, abgestellt werden kann. 
Vorzugsweise ist es hierbei vorgesehen, dass die Vorrichtung in beiden 
Orientierungen abstellbar ist derart, dass im abgestellten Zustand einmal 
die mit Proben zu beladende Seite nach oben weisen kann, was eine 
Beladung sehr einfach macht. Im anderen Fall weist dann die 
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Oberflache, die fGr die Beladung vorgesehen ist, nach unten, so dass 
dies beispielsweise die Position fur eine Kultivierung oder Reaktion im 
hangenden Tropfen ware. Vorteilhafterweise konnen fQr diesen Zweck 
seitliche VorsprOnge an zwei AuBenkanten der Vorrichtung vorgesehen 
sein, mit denen die Vorrichtung zum einen transportiert werden kann 
und zum anderen auf einem entsprechenden Untergrund/Gestell in der 
jewejls gewQnschten Orientierung abgestellt werden kann. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung hat diese mindestens eine, vorzugsweise mehrere 
Standflachen, insbesondere StandfQBe. Wird z. B. die 
erfindungsgemSSe Vorrichtung freistehend benutzt, dann kann die 
Vorrichtung vier StandfQBe aufweisen, urn einen festen Stand zu haben. 

In einer besonders bevorzugten AusfGhrungsform sind mindestens zwei 
Vorrichtungen miteinander bzw. aneinander I6sbar befestigbar. So ist es 
z. B. erfindungsgemaii mSgiich, mehrere Vorrichtungen durch Rast-, 
Steck- oder KlemmverschlQsse miteinander zu verbinden. Dabei konnen 
die Vorrichtungen nebeneinander und/oder Obereinander (aufeinander 
gestapelt) angeordnet sein. Diese miteinander verbundenen und/oder 
aufeinander gestapelten Vorrichtungen k6nnen dann beispielsweise 
gemeinsam transportiert und/oder inkubiert - z. B. in der Zellkultur - 
werden. Alternativ konnen Einschubvorrichtungen far ein bis mehrere 
Vorrichtungen fQr Transport und Inkubation benutzt werden. 

In weiteren bevorzugten AusfQhrungsformen der Erfindung sind 
zwischen 10 und 80 pi, vorzugsweise 40 bis 80 pi, flQssiges Medium je 
Erhebung aufbringbar. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist nach Aufbringen der flQssigen 
Medien um mindestens 90°, vorzugsweise ca. 180°, drehbar, was in 
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einer weiteren AusfQhrungsform beansprucht wird. Durch Drehen der 
Vorrichtung werden dann sogeriannte ..hangende Tropfen" erzeugt. 

Ein entsprechendes Gestell zur Ablage der beschriebenen Vorrichtung 
wird gleichfalls von der Erfindung mit umfasst. Dieses ist vorzugsweise 
so ausgebildet, dass zwei bis vier in etwa rechtwinklig 
aufeinanderstoBende, und aneinander befestigte Holme einen Rahmen 
als Unterlage bilden, auf den die erfindungsgema&e Vorrichtung, die an 
mindestens zwei Kanten Vorsprunge aufweist, aufgelegt wird. An dem 
so gebildeten Tragergestell konnen an den Oberkanten an 
entsprechender Stelle Aussparungen vorgesehen sein, um den 
Vorsprtingen der aufzulegenden Vorrichtung einen sicheren Halt zu 
gewahren. Die Vorsprunge an der aufzulegenden Vorrichtung, die 
vorteilhafterweise auch als Tragegriffe eingesetzt werden konnen, sowie 
auch die entsprechenden Aussparungen im Tragergestell finden sich 
vorzugsweise an gegenuberliegenden Seiten der aufzulegenden 
Vorrichtung bzw. des Tragergestells. In einer besonders bevorzugten 
AusfQhrungsform weist das Tragergestell drei Holme auf, die sozusagen 
ein offenes Rechteck bilden. Es kann jedoch auch bevorzugt sein, dass 
das Tragergestell aus zwei in etwa rechtem Winkel 
aufeinanderstoBende und aneinander befestigten Holmen besteht. 
Weiterhin kann es auch bevorzugt sein, dass das Tragergestell von vier 
Holmen gebildet wird, die sozusagen ein geschlossenes Rechteck 
bilden. 

Weiterhin wird ein Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- 
und/oder Kultivierungsbedingungen nach Aufbringung von flQssigen 
Medien beansprucht, in dem eine erfindungsgemaBe Vorrichtung 
benutzt wird. Bei den Kultivierungsbedingungen kann es sich um 
geeignete Bedingungen for Proliferations- und/oder 
Differenzierungsassays fur eukaryotische Zellen handeln. Bei den 
eukaryotischen Zellen handelt es sich insbesondere um menschliche 
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oder tierische Zellen bzw. um ZellverbSnde, Gewebe, Organoide oder 
Organe, was in einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform 
beansprucht wird. 

Das erfindungsgem§Be Verfahren kann weiterhin dadurch 
gekennzeichnet sein, dass es sich bei den Kultivierungsbedingungen um 
Wachstums- und/oder Differenzierungsbedingungen fur eukaryotische 
Zellen zum Zweck der Gewebekultur und insbesondere zum Zweck des 
Tissue Engineerings handelt. Weiterhin kann das Verfahren vorteilhaft in 
der Weise eingesetzt werden, dass es sich bei den 
Kultivierungsbedingungen um fordernde und/oder hemmende und/oder 
abtStende Bedirigungen fQr die Kultivierung von Tumorzellen und/oder 
Tumorgeweben handelt. Mit Hilfe eines solchen Verfahrens konnen 
beispielsweise Reagenzien getestet werden, die in einer Chemotherapie 
eingesetzt werden sollen. In diesem kunstlichen System kann vor der 
eigentliehen Therapie untersucht werden, ob bestimmte 
Chemotherapeutika fQr bestimmte Tumorzellen und/oder -gewebe den 
gewQnschten Effekt aufweisen oder nicht. 

Weiterhin kann das erfindungsgemaRe Verfahren so ausgestaltet sein, 
dass es sich bei den Kultivierungsbedingungen um Wachstums- 
und/oder Differenzierungsbedingungen ftir Zellaggregate und/oder 
Gewebe zur Beeinflussung angiogenetischer Prozesse in diesen 
Aggregaten oder Geweben handelt. Hiermit konnten beispielsweise 
verschiedene Faktoren untersucht und getestet werden, die derartige 
angiogenetische Prozesse, die auch bei der Tumorentwicklung 
entscheidend beteiligt sein konnen, fordern oder hemmen. 

GemSB einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform des Verfahrens 
handelt es sich bei den menschlichen oder tierischen Zellen um 
Stammzellen, insbesondere um embryonale Stammzellen. Embryonale 
Stammzellen sind sogenannte totipotente Zellen, d. h. sie kSnnen in alle 
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Zelltypen diffefenzieren. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
aggregieren und/oder differenzieren diese embryonalen Stammzellen 
nach Aufbringung zu embryoiden Korperchen. 

Weiterhin kann es sich in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
bei den Reaktionsbedingungen um geeignete Kristallisierungs- und/oder 
Rontgenstrukturanalysebedingungen handeln. Die erfindungsgemaRe 
Vorrichtung kann genutzt werden, um z. B. Kristallisierungskammem in 
Tropfenform zu erzeugen. Nach Kristallisierung der Proteine kann so z. 
B. mit Hilfe von Rfintgen-, Elektrpnen- oder Neutronenstrahlen die 
dreidimensionale Struktur der Proteine festgestellt werden. 

Ferner umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Nutzung von Tropfen als 
Reaktionsstatte, wobei ein fllissiges Medium, beispielsweise ein 
Kulturmedium fQr die Zellkultur, auf eine oben beschriebene Vorrichtung 
aufgebracht (beladen) wird und die Vorrichtung anschlieBend mit der 
beladenen Seite nach unten ausgerichtet wird. Hierbei kann sich die 
Unterseite im wesentlichen horizontal oder aber auch in einem Winkel 
von beispielsweise 90° oder weniger zur Unterlage befinden. Die so 
gebildete Reaktionsstatte kann beispielsweise fQr die Kultivierung von 
biologischem Material, insbesondere von eukaryotischen Zellen, 
Zellaggregaten und/oder Zellgeweben genutzt werden. Andererseits ist 
es auch mit Vorteil moglich, derartige Reaktionsstatten fQr 
Kristallisierungsprozesse im Hinblick auf Strukturanalysen zu nutzen. 
Des weiteren umfasst die Erfindung selbstverstandlich auch andere 
Einsatzmoglichkeiten, bei welchen ein Tropfen als Reaktionsstatte 
nutzbar ist. 

Zum Abnehmen der Tropfen von der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform die Vorrichtung mit der 
beladenen Seite nach unten einer im wesentlichen planaren Oberfiache 
genahert werden, so dass sich die Tropfen auf dieser Oberflache 



PCT/EP03/02209 

-15- 

absetzen. Hierbei werden die Vorrichtung und die Oberflache so nahe 
zusammengefuhrt, bis die Tropfen die Oberflache berQhren und so auf 
die Oberflache ubergehen. Geeignete Oberflachen fQr diesen Aspekt der 
Erfindung konnen beispielsweise zumindest teilweise aus Glas und/oder 
Kunststoff bestehen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Aspektes der 
Erfindung wird das Abnehmen der Tropfen mit Hilfe von mindestens 
einem Abstandshalter durchgefuhrt, der sich auf der Oberflache 
und/oder auf der Vorrichtung mit den Tropfen befinden. Hierdurch wird 
vermieden, dass die Proben in den Tropfen, beispielsweise Zellen oder 
Gewebe, durch Quetschungen beschadigt werden. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens wird 
die Vorrichtung zum Abnehmen der Tropfen mit der beladenen Seite 
nach unten an mindestens eine Vertiefung in der Weise herangefuhrt, 
dass die Tropfen mit mindestens einer Seitenwand der Vertiefung in 
Kontakt treten und daran herablaufen. Vorteilhafterweise handelt es sich 
bei geeigneten Vertiefungen urn die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte 
oder Shnliches. 

Weitere Einzelheiten und Merkmale der Erfindung ergeben sich aus der 
nachfolgenden Beschreibung der Darstellung von bevorzugten 
Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen Vorrichtung und des 
Verfahrens in Verbindung mit den Anspruchen. Hierbei konnen die 
jeweiligen Merkmale fur sich allelne oder zu mehreren in Kombination 
miteinander venwirklicht sein. 

In den Abbildungen zeigen: 

Fig. 1: Auf- und Seitenansicht einer mOglichen Ausgestaltung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung. 
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Fig. 2: Aufsicht auf eine erfindungsgemaSe Vorrichtung in 
unbeladenem Zustand. 

Fig. 3: Seitenansicht auf eine mit Flussigkeit beladene 
erfindungsgemalJe Vorrichtung. 

Fig. 4: Aufsicht auf eine auf der Seite stehende unbeiadene 
erfindungsgema&e Vorrichtung. 

Fig. 5: Schragansicht eines erfindungsgemaBen Tragergestells und 
einer erfindungsgemaBen Vorrichtung einzeln und in 
zusammengesetztem Zustand. 

Fig. 6: Eine bevorzugte erfindungsgemade AusfQhrungsform zum 
Abnehmen der Tropfen. 

Fig. 7: Eine weitere bevorzugte erfindungsgemS&e 
AusfQhrungsform zum Abnehmen der Tropfen. 

Fig. 1 zeigt eine schematische Darsteilung einer moglichen 
Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Vorrichtung (11). Die Vorrichtung 
(11) besteht aus einem Tragermaterial (12) und einer Vielzahl von 
Erhebungen (13), mit im wesentlichen planarer oberer 
Begrenzungsflache. Weiterhin werden die scharfkantigen Begrenzungen 
(14) gezeigt. Die einzelnen (planaren) Erhebungen (13) sind 
voneinander jeweils ca. 2 mm entfernt. Die Abmessungen einer 
Erhebung betragen in Langsrichtung ca. 5 mm und in Querrichtung ca. 
7,1 mm. Insgesamt sind in Langsrichtung 18 und in Querrichtun g 9 
Erhebungen dargestellt. 

Fig. 1A zeigt eine Aufsicht und perspektivische Seitenansicht der 
Vorrichtung 11. Eine solche Vorrichtung kann z. B. aus einer 
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Polystyrolplatte (ca. 4 mm x 130 mm x 130 mm) Oder einem 
Plexiglasblock hergestellt werden. Dabei werden mittels einer Frase die 
dargestellten Erhebungen herausgefrSst, wobei linienartige Vertiefungen 
von ca. 2 mm Breite und ca. 2 mm Tiefe aus der Platte bzw. aus dem 
Block herausgefrast werden. Je nachdem, welche Abmessungen die 
Vorrichtung haben soli, kann diese danach bearbeitet werden. So 
kOnnen AusstQIpungen der Polystyrolplatte als Haltegriffe dienen. Auch 
konnen z. B. die Ecken der Vorrichtung (11) abgerundet werden, wie in 
Fig. 1B dargestellt, so daB diese in ein RundgefaB mit entsprechendem 
Durchmesser eingesetzt werden kann. Ferner konnen auch StandfQBe 
an der Vorrichtung angebracht werden, z. B. durch Ankleben, damit die 
Vorrichtung eine bessere Standfestigkeit hat. 

Fig. 2 zeigt eine Aufsicht auf eine erfindungsgemaBe Vorrichtung. Diese 
Vorrichtung wurde wie bei Fig. 1 beschrieben hergestellt. Die als Platte 
ausgebildete Vorrichtung 21 steht auf vier StandfOBen 22 und befindet 
sich noch im unbeladenen Zustand. An den beiden Langsseiten der 
Vorrichtung 21 sind Vorsprunge 23 angebracht, die zum Transportieren 
und Abstellen der Vorrichtung auf einem entsprechenden Gestell 
genutzt werden k6nnen. Die Beladung der Platte erfolgt, indem auf jede 
Erhebung, die sich hier auf der vom Betrachter abgewandten Seite 
befindet, ein gewisses Volumen einer geeigneten Lc-sung, 
beispielsweise eines Kulturmediums, aufgebracht wird. FUr die Beladung 
der erfindungsgemaSen Vorrichtung liegt diese vorteilhafterweise auf 
dem RQcken, d. h. StandfQBe 22 wQrden senkrecht nach oben zeigen. 
Bereits beim Beladen bildet sich die im wesentlichen rechteckige, an 
den Ecken abgerundete Form der aufgebrachten Tropfen. Nach dem 
Aufstellen der beladenen Platte auf die StandfOBe zeigen sich auf der 
vom Betrachter abgewandten Seite abgerundete, Ware Abgrenzungen 
der tropfenfOrmig an jeder Erhebung anhaftenden Ldsung an den 
RSndern (Kanten) jeder Erhebung. Die Tropfen wQrden in Blickrichtung 
nach unten hangen. Jeder einzelne dieser Tropfen wird dabei durch die 
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scharfkantigen Abgrenzungen bzw. Kanten an den Randern jeder 
Erhebung stabilisiert, so dass ein AbreiSen oder Verschieben des 
Tropfens verhindert wird. Dies ist in Fig. 3 dargestellt. 

* i 

i 

Fig. 3 zeigt eine mit Kulturmedium beladene und in Nutzposition 
gebrachte Vorrichtung 31. Auch hierbei steht die Vorrichtung auf vier 
Standfulien 32. Es ist eine schrage Seitenansicht dargestellt. Die 
Tropfen 33 sind an der Unterseite der Vorrichtung 31 zu erkennen. 

Fig. 4 zeigt eine angelehnte, auf der Seite stehende Vorrichtung 41 .Die 
StandfQIJe 42 der Platte stehen dabei in etwa horizontal zum 
Untergrund, wahrend die Platte im wesentlichen vertikal zum Untergrund 
ausgerichtet ist. Es ist die Vorrichtung im unbeladenen Zustand gezeigt. 
Diese Position kann bei entsprechender Schrage auch fur die 
Kultivierung eingesetzt werden. 

Fig. 5 zeigt oben ein Tragergestell 51 , welches fur das Abstellen einer 
erfindungsgema&en Vorrichtung 52, wie sie in der Mitte gezeigt ist, 
geeignet ist. Das Tragergestell 51 besteht aus drei im rechten Winkel an 
den Schmalseiten aufeinanderstoBenden Holmen 53, 54, 55, die einen 
rechtwinkligen Rahmen bilden. An den oberen Kanten der zwei sich, 
gegenuberiiegenden Holme 53 und 55 befindet sich jeweils eine 
Aussparung, die fur die Aufnahme von VorsprUngen 56 an zwei sich 
gegenuberiiegenden Kanten der Vorrichtung 52 vorgesehen ist. 
Weiterhin ist die obere Kante der Stirnseite des Holmes 54 etwas 
niedriger als die oberen Kanten der Seitenholme 53 und 55, damit die 
Tropfen an der Vorrichtung 52 nicht mit dem stirnseitigen Holm 54 des 
Gestells 51 in Kontakt treten konnen. Hierdurch wird ein stabiler und 
sicherer Halt der erfindungsgema&en Vorrichtung 52 auf dem Gestell 51 
gewahrleistet, wie dem unteren Teil der Figur 5 zu entnehmen ist. Die ] 
erfindungsgema&e Vorrichtung 52 kann entweder mit der zu beladenden | 
oder der bereits beladenen Oberflache nach oben oder nach unten auf 



WO 03/078700 




PCT/EP03/02209 



das Tragergestell 51 aufgelegt werden. So kann das Tragergestell 51 
zum Beladen oder Bearbeiten der Proben sowie auch zum 
beisplelsweise Kultivieren in den hSngenden Tropfen genutzt werden. 

Aus Fig. 6 geht das Abnehmen der Tropfen von einer 
erfindungsgemafien Vorrichtung hervor. Die erfindungsgema&e 
Vorrichtung 61 mit dem daranhangenden Tropfen 62 wird einer im 
wesentlichen planaren Oberflache 63 zugefQhrt (a), bis der Tropfen 62 
die Oberflache 63 beruhrt und an der Oberflache 63 abgesetzt werden 
kann (b). Nach dem Absetzen des Tropfens 62 auf der Oberflache 63 
wird die Vorrichtung 61 wieder entfernt (c). Fig. 6 zeigt gleichfalls zwei 
Abstandshalter 64 an der Oberflache 63, die dafiir sorgen, dass ein 
Mindestabstand zwischen der Vorrichtung 61 und der im wesentlichen 
planaren Oberflache 63 eingehalten wird, so dass Quetschungen des 
Praparates im Tropfen 62 vermieden werden. 

Fig. 7 zeigt eine weitere vorteilhafte Ausgestaltung des Abnehmens des 
Tropfens. Hierbei wird der sich an der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
71 befindende Tropfen 72 an eine Vertiefung 73 herangefuhrt (a). Die 
Vorrichtung 71 wird dann so verschoben, dass der Tropfen 72 eine 
Seitenwand der Vertiefung 73 berQhrt und an der Seitenwand herabiauft 
(b). SchlieBlich wird die Vorrichtung 71 von der Vertiefung 73 entfernt. 
Der Tropfen 72 befindet sich nun in der Vertiefung 73 (c). 
Vorteilhafterweise handelt es sich bei der Vertiefung 73 um die Kavitat 
einer Mikrotiterplatte oder ahnliches. Selbstverstandlich kann es sich bei 
der Vertiefung auch um ein separates Reaktionsgefaii handeln. 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zum Aufbringen von flQssigen Medien, insbesondere 
von Kultur- und/oder Reaktionsmedien, dadurch gekennzeichnet, 
daJJ die Vorrichtung mindestens eine aus einem hydrophoben 
Material bestehende Erhebung mit im wesentlichen planarer oberer 
Begrenzungsflache aufweist, und diese planare Erhebung an der 
oberen planaren Begrenzungsflache mindestens eine, 
insbesondere mindestens zwei parallel zueinander angeordnete 
scharfkantige Begrenzungen, insbesondere Kanten, hat. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Abmessung einer planaren Erhebung in einer ersten Richtung, 
vorzugsweise in Langsrichtung zwischen etwa 2 und etwa 7 mm, 
vorzugsweise zwischen etwa 3 und etwa 5 mm, betragt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Abmessung einer planaren Erhebung in 
einer ersten Richtung, vorzugsweise in Langsrichtung zwischen 4 
und 7 mm, vorzugsweise ca. 5 mm, betragt. 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Abmessung einer planaren Erhebung in 
einer zweiten Richtung, vorzugsweise in Querrichtung zwischen 
etwa 3 und etwa 9 mm, vorzugsweise zwischen etwa 4 und etwa 7 
mm, betragt. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Abmessung einer planaren Erhebung in 
einer zweiten Richtung, vorzugsweise in Querrichtung zwischen 5 
und 9 mm, vorzugsweise ca. 7 mm, betragt. 



WO 03/078700 




PCT/EP03/02209 



6. Vorrichtung nach einern der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die planare Erhebung eine schmale, 
langgestreckte Erhebung ist. 

7. Vorrichtung nach einern der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die planare Erhebung zwischen 1 und 5 mm, 
vorzugsweise ca. 2 mm, hoch ist. 

8. Vorrichtung nach einern der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Vorrichtung mindestens zwei, vorzugsweise 
eine Vielzahl von planaren Erhebungen aufweist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Anzahl der planaren Erhebungen in L3ngsrichtung mindestens 18 
und in Querrichtung mindestens 9 betragt. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Anzahl der planaren Erhebungen in Langsrichtung 12 und in 
Querrichtung 8 betragt 

11. Vorrichtung nach Anspruch 8, 9 Oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
daft der Abstand zwischen zwei benachbarten planaren 
Erhebungen zwischen 0,5 und 4 mm, vorzugsweise zwischen 1 und 
2 mm, insbesondere ca. 2 mm, betragt. 

12. Vorrichtung nach einern der vorhergehenden AnsprOche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die scharfkantige Begrenzung spitzwinklig 
ausgebildet ist. 

13. Vorrichtung nach einern der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft sie einen vorzugsweise rechteckfdrmigen 
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Grundkorper aufweist, an dem die planaren Erhebungen 
ausgebildet sind. 



14. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Vorrichtung mindestens teiiweise, 
vorzugsweise vollstandig aus mindestens einem transparentem 
Material besteht. 



15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Material Polystyrol und/oder Plexiglas 1st 

16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Abmessungen der Vorrichtung in einer 
ersten Richtung, vorzugsweise in LSngsrichtung zwischen 100 und 
150 mm, vorzugsweise ca. 130 mm, und in einer zweiten Richtung, 
vorzugsweise in Querrichtung zwischen 80 und 110 mm, 
vorzugsweise ca. 90 mm, betragen. 

17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Vorrichtung eine GesamthShe zwischen 
10 und 30 mm, vorzugsweise zwischen 10 und 23 mm, aufweist. 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Vorrichtung mindestens einen, 
vorzugsweise zwei Haltegriffe hat. 

19. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Vorrichtung auf einem Tragergestell 
abstellbar ausgebildet ist, wobei vorzugsweise die Vorrichtung mit 
der zu beladenden oder beladenen Oberflache nach oben oder 
nach unten abstellbar ist. 
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20. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung mindestens eine, 
vorzugsweise mehrere Standflachen, insbesondere StandfQBe, hat. 

21. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie stapelbar ausgebildet ist. 

22. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
insbesondere nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens zwei Vorrichtungen aneinander losbar befestigbar sind. 

23. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB je Erhebung zwischen 10 und 80 pi, 
vorzugsweise 40 bis 50 pi, flQssiges Medium aufbringbar ist. 

24. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Vorrichtung nach Aufbringen der flQssigen 
Medien urn mindestens 90°, vorzugsweise ca. 180°, drehbar ist. 

25. Vorrichtung zur Ablage einer Vorrichtung gemaB einem der 
vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorrichtung aus 2 bis 4, insbesondere 3, Holmen besteht, die einen 
etwa rechtwinkligen Rahmen bilden. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
an den oberen Kanten mindestens eine, vorzugsweise mindestens 
zwei Aussparungen aufweist, die zur Aufnahme von 
entsprechenden VorsprQngen an der abzulegenden Vorrichtung 
gemaB einem der AnsprQche 1 bis 24 vorgesehen sind. 



27. Verfahren zur Erzeugung geeigneter Reaktions- und/oder 
Kultivierungsbedingungen nach Aufbringung von flQssigen Medien, 
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gekennzeichnet durch die Verwendung einer Vorrichtung mit 
mindestens einem Merkmal eines der vorhergehenden AnsprQche 1 
bis 24. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei den Kultivierungsbedingungen um Proliferations- und/oder 
Differenzierungsbedingungen far eukaryotische Zellen, 
insbesondere menschliche oder tierische Zellen, handelt. 

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Verfahren zum Zweck der Gewebekultur 
und/oder des Tissue Engineering eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach einem der AnsprQche 27 bis 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Kultivierungsbedingungen um 
fSrdernde und/oder hemmende und/oder abtotende Bedingungen 
fur die Kultivierung von Tumorzellen und/oder Tumorgeweben 
handelt. 

31 Verfahren nach einem der AnsprQche 27 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Kultivierungsbedingungen um 
Wachstums- und/oder Differenzierungsbedingungen for 
Zellaggregate und/oder Gewebe zur Beeinflussung 
angiogenetischer Prozesse in diesen Zellaggregaten und/oder 
Geweben handelt. 

32. Verfahren nach einem der AnsprQche 28 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich bei den menschlichen oder tierischen 
Zellen um Stammzellen, insbesondere um embryonale Stamm- 
zelien, handelt. 
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33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dali die 
embryonalen Stammzellen nach Aufbringung auf die Vorrichtung zu 
embryoiden Korperchen aggregieren und/oder differenzieren. 

34. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB es sich 
bei den Reaktionsbedingungen urn Kristallisierungs- und/oder 
Rontgenstrukturanalysebedingungen handelt. 

35. Verfahren zur Nutzung von Tropfen als Reaktionsstatte, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein flussiges Medium auf eine Vorrichtung 
nach einem der Anspruche 1 bis 24 aufgebracht wird und die 
Vorrichtung mit der beladenen Seite nach unten im wesentlichen 
horizontal oder in einem Winkel von etwa 90° oder weniger zu einer 
Unterlage ausgerichtet wird. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass zum 
Abnehmen des Tropfens die Vorrichtung mit der beladenen Seite 
nach unten einer im wesentlichen planaren Oberflache derart 
zugefuhrt wird, dass sich der Tropfen auf der Oberflache absetzt 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Oberflache mit mindestens einem Abstandshalter versehen ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass zum 
Abnehmen des Tropfens die Vorrichtung mit der beladenen Seite 
nach unten an mindestens eine Vertiefung derart herangefOhrt wird, 
dass der Tropfen mindestens eine Seitenwand der Vertiefung 
berQhrt und daran herablauft 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vertiefung eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte ist. 
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